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A análise de material biológico é de grande interesse para várias áreas, incluindo 
o campo farmacêutico. Nestas análises são feitas a detecção e/ou quantificação de 
substâncias de interesse, que são os analitos e/ou biomarcadores. As matrizes biológicas 
são altamente complexas e possuem componentes endógenos ou exógenos, que podem 
interferir na busca pelo analito de interesse. Os efeitos causados pelos compostos 
interferentes são chamados de efeitos de matriz, e podem ser driblados ou amenizados 
por meio de técnicas de preparação de amostras. Por causa disso, são realizadas técnicas 
de extração, na tentativa de eliminar os componentes que causam o efeito de matriz, 
tornando a amostra adequada para a realização da análise do composto de interesse. É 
uma etapa demorada e determinante, que deve ser escolhida de acordo com alguns 
critérios relacionados à amostra, ao analito e às técnicas cromatográficas. Cada tipo de 
matriz possui componentes diferentes e devem ser preparadas também de acordo com os 
tipos de interferentes de cada. Neste trabalho, foi feita a análise de 22 artigos e foi extraído 
deles informações como: matriz biológica utilizada, técnica de extração, método 
cromatográfico, limite de detecção, limite inferior de quantificação (LOD e LIQ), 
recuperação e coeficiente de correlação. As matrizes biológicas mais utilizadas são 
sangue e urina. As técnicas mais comuns são a extração líquido-líquido (LLE), extração 
em fase sólida (SPE), precipitação de proteínas (PPT), microextração em fase sólida 
(SPME) e microextração em fase líquida (LPME). Dentre elas, a mais utilizada nos 
trabalhos foi a SPE, presente em 8 artigos, dos 22. A SPE provou ser o mais eficaz para 
a extração de matrizes biológicas, com valores de LIQ e LOD satisfatórios, como exemplo 
LIQ: 0,3 pg/mL e LOD: 2,5 pg/mL. Alguns artigos apresentaram outros tipos de técnicas 
de preparação, menos usadas ou mais sofisticadas, como por exemplo a técnica de RAM 
(material de acesso restrito), presente em 4 artigos. Alguns parâmetros são utilizados para 
a otimização do processo, como a agitação, o aumento da temperatura, a adição de sal, o 
uso de alta pressão e a escolha do solvente ideal. Todos os métodos de extração provaram 
eficácia na eliminação de interferentes, visto a análise dos valores de LIQ e LOD, com 
valores satisfatórios, os valores de coeficiente de correlação, todos próximos de 1, provam 
a confiabilidade das análises. Além dos altos valores de recuperação, exceto nos dois 
trabalhos em que o método de extração selecionado foi o LLE, que mostraram baixos 
  
valores de recuperação (45,1 e 60%). Cada análise deve ser avaliada separadamente, de 
acordo com as suas características, para a escolha do método de extração ideal. 




















The analysis of a biological material is of great interest to a number of areas, 
including the pharmaceutical field. In these analyzes are made the detection and / or 
quantification of substances of interest, which are the analytes and biomarkers. The 
biological matrices are highly complex and have endogenous or exogenous components, 
which can interfere with the search for the analyte of interest. The effects caused by the 
interfering compounds are called matrix effect, and can be circumvented or mitigated by 
preparing biological samples techniques. Because of this, extraction techniques are 
performed in an attempt to eliminate the components that cause the matrix effect by 
making the appropriate specimen for analysis and detection and / or quantification of the 
analyte. It is a time consuming step and determining and should be selected according to 
some criteria related to the sample, the analyte and chromatographic techniques. Each 
type of matrix has different components that should also be prepared in accordance with 
the types of interfering. In this work, the analysis was made of 22 articles and extracted 
information from them as: biological matrix used, extraction technique, chromatographic 
method, detection limit, lower limit of quantification (LOD and LIQ), recovery, 
correlation coefficient. The most frequently biological matrices used are blood and urine, 
which has been proved in the evaluation of articles, in which most used these types of 
arrays. The most common techniques are liquid-liquid extraction (LLE), solid phase 
extraction (SPE), protein precipitation (PPT), solid phase microextraction (SPME) and 
liquid phase microextraction (LPME). Among them, the most used in the SPE, present in 
8 articles, from 22. selected articles. The SPE proved to be the most effective when the 
sample is a biological matrix, with satisfactory LIQ and LOD, for example LIQ: 0.3 pg / 
mL and LOD: 2.5 pg / ml. Some articles had other types of preparation techniques, more 
or less sophisticated used, such as RAM technique (restricted access material) present in 
4 articles. Some parameters are used to optimize the process, such as stirring, the 
temperature increase, salt addition, the use of high pressure and the choice of optimal 
solvent. All extraction methods have proven effective in eliminating interfering, since the 
analysis of the values of LIQ and LOD, with satisfactory values, the correlation 
coefficient values all close to 1, prove the reliability of the analysis. In addition to the 
high recovery values, except in two papers in the selected extraction method was the LLE, 
  
which showed low recovery values (45.1 and 60%). Each analysis shall be assessed 
separately according to their characteristics, to choose the ideal extraction method. 
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A análise de substâncias em material biológico é de elevado interesse em diversas 
áreas. Alguns exemplos são: monitorização terapêutica no uso prolongado de 
medicamentos; estudos de biodisponibilidade, de bioequivalência, de farmacocinética e 
de toxicidade; diagnóstico laboratorial de suspeita de uso de substâncias com finalidade 
suicida ou homicida, intoxicações (DE FREITAS, 2009) e doping (SILVEIRA; RIGO, 
2015). 
O objetivo destas análises é a detecção e/ou quantificação de uma ou mais 
substâncias de interesse. Em cada um destes estudos, a presença ou ausência de alguma 
substância ou de seu metabólito, ou até a sua concentração é que dá a resposta ao 
pesquisador e, a partir disso, as conclusões são tomadas. Estas substâncias de interesse 
são os analitos e os biomarcadores. Segundo a RDC nº 27/2012, o analito é um composto 
químico específico a ser mensurado em uma matriz. Já o biomarcador é uma substância 
ou seu produto de biotransformação, cuja determinação nos fluidos biológicos, tecidos ou 
ar exalado, fornece a intensidade de exposição e o risco à saúde, pois refletem as 
alterações celulares e moleculares que ocorrem num organismo (KUNO; ROQUETTI; 
GOUVEIA, 2010). 
As matrizes biológicas, como plasma, sangue, urina, salina, órgãos, cabelo são 
altamente complexas. Alguns de seus componentes podem atrapalhar as análises, 
afetando a resposta do analito de interesse, a sensibilidade e a reprodutibilidade do ensaio 
(CHIU et al, 2010). O efeito na resposta do analito por estes componentes das matrizes 
biológicas é chamado de efeito de matriz (RDC nº27/2012). O desenvolvimento de 
métodos de preparação de amostra, que aborda a extração, o ‘clean-up’ e o 
enriquecimento de amostras é uma etapa de extrema importância para driblar o efeito de 
matriz. Esta é a etapa mais demorada do processo, equivale cerca de 80% do tempo total 
de análise, além disso, pode acontecer nela a introdução de erros, principalmente devido 
à perda do analito e à contaminação da amostra (JARDIM, 2010).  
É necessário o conhecimento destas matrizes e do analito para selecionar a técnica 
de extração utilizada, para assegurar especificidade e seletividade na análise, e para ser 
possível determinar os limites de quantificação, de determinação e a faixa linear. Também 
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é importante selecionar à técnica dependendo do limite inferior de quantificação desejado, 
do tipo de cromatografia e do detector utilizado para a etapa de análise (BEDOR, 2007). 
Uma preparação de amostra adequada é um passo fundamental para qualquer 
procedimento analítico (TSAI et al; 2009).  
A RDC nº 27, de 17 de maio de 2012, dispõe dos requisitos mínimos para a 
validação de métodos bioanalíticos empregados em estudos com fins de registro e pós-
registro de medicamentos. Os parâmetros de especificidade e seletividade, linearidade, 
intervalo, precisão, limite de detecção (sensibilidade), limite de quantificação, exatidão e 
robustez são avaliados para validar uma bioanálise, tornando o método confiável.  
Neste trabalho, foram avaliados alguns destes parâmetros presentes nos artigos 
analisados, com o objetivo de comparar e avaliar a eficiência dos métodos de extração. 
Os parâmetros avaliados foram limite de detecção (LDO), limite inferior de quantificação 
(LIQ), recuperação, além do coeficiente de correlação, que é o grau de relacionamento 
entre as duas variáveis (X e Y), da curva de calibração.  
O LDO é, segundo a RDC 899/2003, a menor concentração de um analito que o 
procedimento bioanalítico consegue diferenciar confiavelmente do ruído de fundo, ou 
seja, a menor quantidade do analito de interesse que pode ser detectada pelo método. O 
LIQ, segundo a RDC nº 27/2012, é a menor concentração do analito na curva de 
calibração preparada na matriz, e esta, por sua vez, é a relação entre a resposta do 
instrumento e a concentração conhecida do analito, ela é feita com o analito em diferentes 
concentrações. Outra definição importante neste contexto é a recuperação, que avalia a 
capacidade que a metodologia tem de extrair a substância de interesse da amostra dentro 
de um limite de variação (BAZZARELA, 2010). 
 
1.1 Justificativa 
Nas últimas décadas, a instrumentação analítica e a separação e a detecção do 
analito têm tido um grande avanço, deixando-se em segundo plano a parte de preparação 
de amostras. Mas o cenário tem mudado nos últimos anos, levando-se em consideração a 
introdução de novas técnicas de preparação. A parte de preparação de amostras é de 
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importância indiscutível. É uma fase crucial para toda a análise e, se não for bem 
executada, não mostrará resultados confiáveis. Esse trabalho pretende fazer uma 
abordagem geral sobre os principais métodos de extração envolvidos em preparação de 






















2.1 Objetivos gerais 
Analisar publicações recentes da literatura sobre o preparo de amostras que são 
utilizadas em bioensaios. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 Fazer o levantamento bibliográfico de artigos que tratem de preparação de amostras 
biológicas; 
 Reunir informações sobre os principais métodos de preparação de amostras e os 
parâmetros de validação contidos nos artigos; 
 Comparar os métodos de preparação mais utilizados para as amostras biológicas 














Este trabalho é uma revisão sistemática da literatura científica sobre os principais 
métodos de preparação de amostras utilizados em bioensaios. Foi feita uma investigação 
em estudos publicados entre 2009 e 2015, nos bancos de dados eletrônicos: SciELO, Web 
of Science, SCOPUS, ACADEMIC OneFile, Technology Research Database, 
ScienceDirect, LILACS. Na busca dos artigos a serem analisados, foi utilizado o 
cruzamento das palavras-chaves: extração, matriz biológica e preparação de amostra 
(‘extraction’, ‘biological matrix’ e ‘sample preparation’). 
 Os critérios utilizados para a inclusão dos artigos científicos nessa revisão foram:  
 Artigos publicados de janeiro de 2009 a maio de 2015, disponíveis na íntegra 
nas bases de dados supracitadas; 
 Artigos que usem pelo menos uma técnica de preparação de amostra; 
 Estudos que possuíssem a análise de ao menos uma amostra biológica; 
 Artigos em língua portuguesa e inglesa. 












4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
Conforme o que foi exposto na metodologia, 22 artigos científicos foram 
selecionados, analisados e os dados foram expressos de forma descritiva ou em quadros. 
 
4.1  As amostras biológicas 
As matrizes biológicas mais utilizadas em bioensaios são o plasma e a urina 
porque, na maioria dos casos, elas contêm quantidades significativas do analito ou do 
biomarcador analisado e também por serem de fácil obtenção. A concentração do analito 
no plasma pode informar a exposição do analito aos tecidos. E a presença deles na urina, 
principal forma de eliminação, indica que de alguma forma houve a exposição do 
composto investigado ao organismo. Mas em outras análises também são utilizadas outros 
tipos de matrizes dependendo do objetivo do estudo. Como, por exemplo, a análise do 
cabelo para informar uma exposição por um longo período. E também o leite materno, 
para avaliar compostos utilizados previamente pela mãe (DE OLIVEIRA et al, 2008). 
Amostras biológicas, ante ou post-mortem, podem apresentar quantidades de 
analito em várias concentrações. As amostras post-mortem diferem por conter compostos 
em decomposição e putrefação. A variabilidade na composição de amostras reflete na 
variabilidade do efeito de matriz. Um problema encontrado na extração a partir de sangue 
(especialmente post-mortem) é a viscosidade, comparado a amostras de urina, podendo 
conter células que bloqueiam cartuchos ou membranas, por exemplo. Uma alternativa 
para diminuir a viscosidade é a sonicação do sangue para fragmentar as células vermelhas, 
e também a diluição com um tampão para reduzir a viscosidade (VERPLAETSE; 
TYTGAT, 2010, 2012). 
Quando a análise é feita a partir de qualquer tecido, o primeiro passo é extrair os 
analitos deste tecido com algum solvente, como por exemplo o MeCN, usado por 
exemplo, por Tsai et al (2009). Antes da extração é feita a homogeneização e 
centrifugação do tecido com solvente e, a partir disso, é utilizada para a extração o 
sobrenadante, que contém os analitos. Como exemplo de extração em tecido muscular 
suíno, o autor Tsai et al (2009) utilizou o seguinte método: utilizou-se cinco gramas de 
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tecido suíno, que foi colocado em um tubo de 50 mL, com 5 mL de MeCN, 50 µL de 
ácido perclórico a 70% e tudo foi homogeneizado. Após a adição de 2 g de anidro sulfato 
de magnésio e 1 g de cloreto de sódio, a mistura foi agitada à mão durante um minuto e, 
em seguida, centrifugada durante quatro minutos a 10.000 rpm. A camada superior de 
MeCN foi utilizada para a extração. Os solventes podem ser diferentes para cada tecido, 
são selecionados os que têm maior afinidade com o analito, fazendo com que se tenha um 
melhor rendimento nessa primeira fase de preparação. 
Já o leite humano é uma matriz complexa que contém lipídeos, proteínas, hidratos 
de carbono, vitaminas e minerais que podem ser também extraídos junto com o analito e 
interferir na detecção do mesmo. Uma forma utilizada para diminuir a coextração destes 
interferentes é a liofilização prévia das amostras (RODRÍGUEZ-GÓMEZ et al, 2015). O 
leite materno contém água (88%), proteínas (3%), lipídeos (aproximadamente 3%) e 
carboidratos na forma de lactose (6,8%) (DE OLIVEIRA et al, 2008). 
Em relação à composição dessas matrizes, o plasma humano contém 
aproximadamente 7-8% de proteínas (55% de albumina, além de 1-glicoproteína ácida, 
lipoproteínas e imunoglobulinas etc), além de eletrólitos, lipídeos, hormônios e 
metabólitos, em diferentes concentrações, dependendo da situação do organismo. E ainda 
existem os fármacos altamente ligados às proteínas plasmáticas. No sangue, as hemácias 
constituem 45% do volume total. (DE OLIVEIRA et al, 2008).  
A urina contém compostos inorgânicos e orgânicos, com quantidade 
relativamente grande de sais, cristais e células. A variação de pH também afeta 
consideravelmente o efeito de matriz (CHIU et al, 2010).  
Na saliva humana, fosfolipídeos constituem uma fração menor de lipídeos totais, 
no entanto, lipídeos neutros constituem 96,4% do total de lipídeos (ISMAIEL et al, 2010). 
Tudo isso interfere de forma direta na análise, causando o chamado efeito de matriz. Os 
efeitos são dependentes do tipo de material biológico, pois cada um tem uma composição 





4.2  Efeito de matriz 
Este fenômeno complexo foi relatado pela primeira vez por Kebarle e Tang em 
1993 (LIU, Lei et al, 2012). Os efeitos de matriz ocorrem por conta da coeluição de 
componentes da matriz com os analitos de interesse. Estes efeitos podem afetar 
significativamente a eficiência, sensibilidade e exatidão do ensaio. Eles também podem 
causar problemas analíticos, devido à variabilidade na concentração dos componentes da 
matriz. Também pode ocorrer retenção e deslocamento de tempo, presença de linhas de 
base elevadas e de curvas de calibração divergentes (RODRÍGUEZ-GÓMEZ et al, 2015).  
Os efeitos da matriz influenciam nos ensaios bioanalíticos, com eventual 
supressão ou o aumento de ionização de analitos pela presença de componentes 
endógenos (DE SOUSA et al, 2012; ANSERMOT et al, 2013). O efeito pode ser positivo, 
com o aumento do sinal cromatográfico, ou negativo, quando acontece a diminuição do 
sinal. Estas alterações são resultado da adsorção de analitos com componentes da matriz 
no injetor, e/ou no detector, e/ou na coluna cromatográfica. (DE SOUSA et al, 2012). 
Faz-se necessária uma separação cromatográfica adequada para análises fieis, com 
eluição dos analitos sem os efeitos da matriz, normalmente observados no início do 
cromatograma (ISMAIEL et al, 2010).  
Fosfolipídeos são os lipídeos mais abundantes das membranas celulares, e são 
considerados o principal grupo de componentes endógenos que causam este tipo de efeito 
(GUO et al, 2015). O tipo e quantidade de lipídeos pode variar de um indivíduo para 
outro, dependendo da dieta e das taxas metabólicas de cada um. O acúmulo ou a eluição 
incompleta dos mesmos reduz a vida útil da coluna, além dos efeitos de matriz, tais como 
deslocamento na retenção de analitos das amostras injetadas sequencialmente (ISMAIEL 
et al, 2010; TULIPANI et al, 2013). Este efeito também pode ser causado por substâncias 
endógenas inorgânicas e orgânicas, incluindo sais, hidratos de carbono, aminas, ureia, 
peptídeos, metabólitos etc (CHIU et al, 2010). 
Existem duas principais técnicas para avaliar os efeitos da matriz: infusão pós-
coluna e de pós-extração. No método de infusão pós-coluna é feita a infusão contínua do 
analito utilizando uma bomba de seringa ligada através de um “T” entre a coluna 
cromatográfica e o espectrômetro de massa (fonte de iões) (TUDELA; MUÑOZ; 
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MUÑOZ-GUERRA, 2012; MARCHI et al, 2010). Simultaneamente, uma amostra de 
extrato em branco é injetada e a resposta do analito é monitorizada. Esta técnica permite, 
de forma qualitativa, a identificação da área cromatográfica onde o analito sofrerá 
influência do efeito de matriz (CHIU et al, 2010). Já o método de pós-extração fornece 
dados quantitativos dos efeitos de matriz, pois compara a resposta de alguns analitos 
adicionados a uma amostra que sofreu extração, e a injeção direta da mesma quantidade 
de analitos numa fase móvel. O cálculo do efeito é feito dividindo a resposta do analito 
na amostra que sofreu extração (B), pela resposta da solução pura (A), e multiplicando o 
resultado por 100 (YADAV et al, 2012). O “-100” é o fator de diferença. 
EM% = ((B/A) x 100) - 100 
Em geral, as duas abordagens para combater os efeitos da matriz podem ser 
aplicadas no intuito de melhorar a separação cromatográfica ou direcionar o melhor 
método para a preparação da amostra. O ajuste das condições cromatográficas é feito para 
impedir a eluição dos analitos na região onde se observa a supressão de iões, mas pode 
acarretar um maior tempo de análise cromatográfica. De acordo com algumas 
publicações, quando os valores de supressão de íons são inferior a 25%, os resultados são 
considerados aceitáveis. Os resultados podem ser positivos ou negativos, dependendo se 
houver supressão ou aumento da resposta dos iões (TUDELA; MUÑOZ; MUÑOZ-
GUERRA, 2012). 
 
4.3 Principais métodos de preparação de amostras biológicas 
Os principais objetivos da preparação da amostra são promover a extração, 
também muitas vezes, aumentar a concentração dos analitos de interesse (pré-
concentração), e a remoção, tanto quanto possível, dos interferentes (‘clean-up’). Essa é 
a etapa mais onerosa e demorada envolvida no processo analítico, consumindo o maior 
tempo da análise (JARDIM, 2010). A preparação das amostras ainda representa um passo 
essencial e consiste numa vasta gama de procedimentos, incluindo centrifugação, para a 
remoção de materiais insolúveis de soluções, ‘clean-up’ e pré-concentração, utilizando 
diferentes métodos de extração.  As técnicas mais comuns são a precipitação de proteína 
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(PP), extração líquido-líquido (LLE) e extração em fase sólida (SPE) (BOURGOGNE et 
al, 2015). Na última década, tem acontecido um rápido desenvolvimento de novas 
técnicas de preparação de amostra com base na miniaturização dos métodos tradicionais: 
microextração em fase líquida (LPME) e microextração em fase sólida (SPME) 
(PETERSEN et al, 2011). 
Várias estratégias de preparação de amostras podem ser usadas para desenvolver 
bioanálises. A maioria delas depende de fatores tais como volume da amostra, limite de 
quantificação, a duração e o custo de desenvolvimento de métodos por amostra 
(BOURGOGNE et al, 2015). 
O primeiro passo é a determinação do tipo de técnica de amostragem (dependendo 
do objetivo da investigação), depois é importante ter o conhecimento físico-químico da 
amostra e das condições de análise, para a escolha do método de extração (JARDIM, 
2010). E, finalmente, a preparação da amostra, que tem por objetivo a retirada de 
compostos que podem interferir na análise, ou em outros casos, realizar reações de 
derivatização para tornar o analito compatível ao sistema analítico. A fase de preparação 
é importante e crítica, visto que na maioria das vezes é feito de forma manual. Sendo 
assim a precisão e exatidão serão dependentes deste processo. O tipo de análise 
cromatográfica vai ser escolhida de acordo com as características da matriz e do 
analito/biomarcador a ser quantificado. Na escolha, deve-se levar em consideração 
também a instrumentação e as condições de análise para cada caso em particular. É 
interessante que o processo seja rápido, com poucas etapas e com uma recuperação 
satisfatória (GIU, 2011).  
Por último, é utilizado o sistema cromatográfico para a separação e quantificação 
do soluto. Elas tem como objetivo a limpeza da amostra e a concentração dos 
analitos/biomarcadores (DE FREITAS, 2009). Esta preparação, além de evitar que 
interferentes da matriz coeluam com os compostos de interesse, é importante na remoção 
de interferentes para garantir a longevidade das colunas analíticas ou dos capilares e evitar 
limpezas constantes no sistema de injeção (JARDIM, 2010). 
A seguir, serão abordadas as principais características, vantagens e desvantagens 
de cada uma delas. 
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 Extração líquido-líquido (ELL) 
Dentre as técnicas de preparo de amostras, a ELL é uma das mais antigas. 
Geralmente é feita em um funil de separação ou tubos de centrífuga, em que se faz a 
adição de um ou mais solventes imiscíveis na matriz. Após agitação são formadas duas 
fases (aquosa e orgânica). Se o analito migrar para a fase orgânica, é necessária a 
evaporação desta fase para a recuperação do mesmo. Caso o mesmo migre para a fase 
aquosa, a análise é feita diretamente no sistema cromatográfico (DE FREITAS, 2009). 
A recuperação se dá de acordo com o coeficiente de partição entre as duas fases. 
O coeficiente de partição (representado pela letra P) é a razão entre as concentrações que 
se estabelecem nas condições de equilíbrio de uma espécie química, quando dissolvido 
em um sistema em que se tem uma fase aquosa e uma fase orgânica, ou seja, P= [soluto] 
na fase orgânica/ [soluto] na fase aquosa (TAVARES, 2004). Também pode-se dizer 
que é a tendência do soluto de se distribuir entre as duas fases de acordo com o grau de 
afinidade entre elas. Se P=1 significa que há equilíbrio na distribuição do soluto entre as 
duas fases, se P<1 significa que o soluto tem preferência em se distribuir na fase aquosa 
e se P>1 significa que o soluto tem preferência pela fase orgânica. Os valores são 
tabelados pelo log de P, facilitando a interpretação (PERUZZO; DO CANTO, 2012). 
É necessário o ajuste de parâmetros como o pH, complexação e concentração 
salina, ou até por meio de reações de derivatização, fazendo com que aumente a 
solubilidade do analito na fase extratora, elevando o coeficiente de partição e a 
porcentagem de recuperação (GIU, 2011). 
 Esta técnica tem como vantagens a facilidade de operação, relativo baixo custo, a 
disponibilidade de solventes que podem ser utilizados, além do conhecimento acumulado 
ao longo dos anos sobre eles e a alta reprodutibilidade por causa da pureza dos solventes. 
As desvantagens são a perda de grande quantidade de solvente na fase de evaporação, a 
possível formação de emulsões depois da agitação, solventes caros pelo alto grau de 
pureza, tempo prolongado de separação, dificuldade de automação e a produção de 
resíduos orgânicos, que podem ser tóxicos para o operador (DE FREITAS, 2009; 
ORLANDO et al, 2009). 
12 
 
 Extração em fase sólida (SPE) 
 Esse tipo de extração é baseado no método da cromatografia líquida em coluna, 
em que a separação do analito é dada de acordo com a sua afinidade pela fase estacionária. 
A SPE pode ser feita de três maneiras: modo reverso, modo normal ou de troca iônica. 
Em cada um dos três modos haverá um tipo de interação diferente. Dentre as principais 
forças químicas e físicas atuantes entre as moléculas do analito e do sorvente, destacam-
se as ligações de hidrogênio, interações dipolo-dipolo e interações iônicas (JARDIM, 
2010; DE FREITAS, 2009). 
 O primeiro passo é o condicionamento do sorvente (ativação e equilíbrio do 
sorvente), logo depois a matriz é adicionada à coluna por meio de uma pressão. O passo 
seguinte é a retenção do analito pelo adsorvente dos discos ou cartuchos, estes dois são 
os dispositivos mais utilizados na SPE. Na sequência, são feitas lavagens para a 
eliminação dos interferentes (‘clean-up’) e, em seguida, a eluição do analito com 
solventes adequados (CALDAS et al, 2011). Pode ser necessário o pré-tratamento da 
amostra antes de passar pelo cartucho, para que ele apresente uma maior eficiência. Este 
pré-tratamento pode ser feito com o uso de solventes orgânicos e vai depender da 
complexidade da matriz (ROSA; SARCINELLI, 2008). Em relação aos dispositivos, os 
cartuchos são mais vantajosos do que os discos em relação à maior disponibilidade no 
mercado, maior facilidade de manuseio e menor custo. São utilizados mais comumente 
na forma de seringa, em que a fase estacionária está retida entre dois cartuchos. Já os 
discos possuem uma fase estacionária imobilizada em uma matriz inerte (BEDOR, 2007), 
eles possuem uma camada extratora mais fina, facilitando a passagem da matriz. Também 
nos discos utiliza-se um menor volume de eluentes e as extrações são mais reprodutíveis, 
porém são mais caros e menos acessíveis (GIU, 2011).   
A SPE pode ser feita offline e online. No modo offline, o processamento das 
amostras e a separação cromatográfica são feitos de forma separada. Após o tratamento, 
a amostra é introduzida no sistema cromatográfico. No sistema online, o mesmo 
equipamento realiza extração, ‘clean-up’, eluição da amostra e liga-se diretamente ao 
cromatógrafo, é uma operação sequencial e automatizada (JARDIM, 2010). 
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 As vantagens da SPE são a capacidade de automação, pelo uso de sistemas 
extratores com vácuo, exigindo assim um tempo menor de análise. Normalmente só é 
necessária uma única extração para se recuperar o analito, diferentemente da técnica 
explicada anteriormente. Além disso, se utiliza uma menor quantidade de solvente e 
permite uma maior seletividade na extração pelo uso de uma gama de sorventes 
diferentes, com a capacidade de reter compostos tanto polares, como apolares (DE 
FREITAS, 2009; BEDOR, 2007). Porém, se for feito de forma manual o tempo chega a 
ser maior do que na ELL, além também de exigir mais da técnica manual pelo operador 
e a limpeza da amostra causa uma diminuição dos limites de quantificação e detecção 
(ROSA; SARCINELLI, 2008). 
 Microextração em fase sólida (SPME) 
A SPME é uma forma de avanço da técnica SPE, pelo uso reduzido de reagentes, 
solventes, menores quantidade de amostra e tempo de análise (JARDIM, 2010). Nesta 
técnica, utiliza-se uma microseringa, que contém no seu interior uma fibra ótica de sílica 
fundida (KRAHN, 2010). Tem como fundamento o coeficiente de partição do analito 
entre a fibra e a matriz. A fibra é recoberta com um adsorvente adequado. Nesta técnica, 
a matriz é chamada de fase doadora e a fase em que vai ficar o composto de interesse é 
chamado de fase receptora. Estas duas fases são separadas por uma membrana seletiva, 
que como o próprio nome diz, vai permitir a passagem somente do que for solúvel ou do 
que for pequeno o bastante para passar pelos seus poros (GIU, 2011). 
Os dois principais modos de operação em SPME são a extração direta e a extração 
via ‘headspace’. No primeiro, a fibra é colocada na amostra e os analitos são transportados 
da amostra para a fase receptora (VIEIRA; REBOUÇAS; DE ANDRADE, 2012). A 
otimização da agitação é fundamental para abreviar o tempo de extração. A agitação 
magnética, por sua simplicidade, é a mais comumente utilizada (VALENTE; AUGUSTO, 
2000). É mais usada quando a análise for feita por cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE), e para compostos termossensíveis. Já o ‘headspace’ é mais usado quando a 
análise for feita pela cromatografia gasosa (CG), muito utilizada para compostos mais 
voláteis (GIU, 2011). O modo ‘headspace’ serve, principalmente, para proteger a fibra de 
possíveis danos provocados por interferentes de elevada massa molecular ou baixa 
volatilidade presentes nas amostras, como as proteínas. A quantidade de analito extraída 
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na fibra será proporcional à constante de equilíbrio entre as fases gasosa (‘headspace’) e 
líquida (amostra) (VIEIRA; REBOUÇAS; DE ANDRADE, 2012). 
Existem o ‘headspace’ dinâmico e o ‘headspace’ estático. No primeiro, a amostra 
é mantida num recipiente fechado até os compostos voláteis atingirem o equilíbrio 
termodinâmico entre as fases líquida e gasosa, geralmente é feito à temperatura ambiente 
(WELKE, 2012). Depois disso, uma alíquota da fase gasosa é colhida e aplicada no CG, 
nisso os analitos são termicamente dessorvidos sob fluxo do gás de arraste e carregados 
para a coluna cromatográfica (VALENTE; AUGUSTO, 2000).  Já o segundo tipo é feito 
por um sistema à vácuo ou pela passagem de um gás inerte. É feita a coleta e a 
concentração dos compostos voláteis de forma contínua, depois disso os compostos 
voláteis são eluídos com um solvente adequado ou dessorvidos termicamente (WELKE, 
2012). 
As vantagens dessa técnica são a capacidade de automação, exige um menor 
tempo, há a possibilidade de se utilizar várias vezes a mesma fibra, evita a formação de 
emulsões, tem alto poder de concentração, usa uma quantidade reduzida de amostra e não 
utiliza solvente orgânico para a extração (WELKE, 2012). Porém, possui limites de 
quantificação altos, existem grandes variações entre marcas e lotes dos polímeros 
extratores. Na maioria dos casos, é necessário análise em replicata, pois a quantidade de 
analito extraída é muito menor do que a quantidade total presente na amostra (GIU, 2011). 
 Microextração em fase líquida (LPME) 
Na LPME, a amostra aquosa é colocada em um frasco pequeno (± 5 mL), no qual 
é introduzido um pedaço de fibra oca de polipropileno poroso (DE FREITAS, 2009). 
Antes da extração, a fibra é imersa no solvente orgânico a fim de imobilizá-lo nos seus 
poros, e o excesso é removido por imersão em água (DE SANTANA, 2008).  
A LPME pode ser feita de dois modos: duas ou três fases, de acordo com as 
características do analito em questão. No primeiro deles, o analito é extraído da amostra 
aquosa (também chamada de fase doadora) através de um solvente orgânico que é 
imiscível em água, que está imobilizado nos poros da membrana passando para o mesmo 
solvente orgânico (fase aceptora), que também está presente no lúmen da fibra. Nesse 
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tipo de LPME é interessante que o analito seja moderada ou altamente hidrofóbico para 
os resultados desejáveis. No segundo modo, o analito é extraído da amostra aquosa da 
mesma maneira do primeiro modo, mas neste caso a passagem é para uma solução aquosa, 
presente no lúmen da fibra. Entre as fases aceptora e doadora (ambas aquosas), existe 
uma fase orgânica, que serve de barreira, impedindo o contato entre as duas fases. Se o 
analito for altamente hidrofílico e tem dificuldade em ser extraído na membrana orgânica 
apenas pelo processo de difusão, uma outra possibilidade seria a adição de reagente iônico 
relativamente hidrofóbico à fase doadora, permitindo a formação de um par iônico com 
o analito de interesse, ocorrendo então a extração (DE OLIVEIRA et al, 2008; 
PETERSEN et al, 2011). 
Na LPME também é utilizada agitação da amostra para acelerar o processo de 
extração, facilitando a difusão dos analitos através da interface fase doadora (solvente 
orgânico).  As membranas capilares empregadas em LPME devem ser hidrofóbicas e 
compatíveis com os solventes orgânicos utilizados (DE OLIVEIRA et al, 2008). Após a 
extração, o solvente orgânico é aspirado pela seringa e injetado diretamente no CG. No 
caso do CLAE, o solvente orgânico é evaporado e o resíduo é dissolvido em um solvente 
apropriado (CALIXTO, 2012). 
Esta técnica combina os princípios da LLE com a natureza miniaturizada da 
SPME, para obter as vantagens das duas técnicas. É uma técnica simples, rápida, 
praticamente livre de solventes, alto grau de recuperação e sem possibilidade de 
contaminação cruzada, visto que a fibra é utilizada uma única vez (DE SANTANA, 
2008). Cada extremidade da fibra é conectada a uma agulha de aço deixando a fibra com 
o formato de “U”. Este formato contribui para excelentes extrações, mas com a 
desvantagem da transferência da solução aceptora e a difícil automação, que pode ser 
resolvido com o formato linear da fibra (DE FREITAS, 2009). 
 Precipitação de proteínas (PPT) 
A técnica de PPT pode ser utilizada para eliminar as substâncias interferentes 
(BRASIL, 2010). É feita pela adição de sais ou solventes orgânicos miscíveis (por 
exemplo, acetonitrila e metanol), com posterior centrifugação para separar o material que 
precipita da substância a ser analisada (MA et al, 2008).  É comumente utilizada como 
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método de preparação do plasma por causa de seu baixo custo e requisitos mínimos de 
desenvolvimento do método. A inclusão de uma etapa de precipitação é normalmente 
utilizada antes da extração, proporcionando amostras livres de interferentes, resultando 
num aumento da eficiência de extração (DE SANTANA, 2008; CÉSAR, 2009; CHIU et 
al, 2010). No entanto, também é utilizada como único método de preparação por alguns 
autores (SHAH; KARNES, 2010; OLDI; KANNAN, 2009). Os sais ou solventes 
orgânicos adicionados competem com as proteínas pela água disponível. É uma técnica 
muito simples e de baixo custo, porém de pouca eficiência na retirada de interferentes, 
baixa reprodutibilidade e perda do analito (ORLANDO et al, 2009). 
Utiliza-se o PPT dependendo do tipo de analito, como mostra o trabalho de 
SCHETTGEN et al (2009), que explica que a alta polaridade dos analitos, o permitiu 
reduzir a etapa de limpeza na fase de RAM (material de acesso restrito), realizada 
diretamente com a PPT. Os analitos deste caso são satisfatoriamente separados dos 
componentes da matriz por estes métodos. Os resultados mostraram alta especificidade, 
pois na detecção MS / MS houve uma determinação de todos os analitos livre de 
interferentes.  
 
4.4 Parâmetros que otimizam o processo de extração 
Existem alguns parâmetros que auxiliam o processo de extração, otimizando o 
processo e melhorando os resultados, os tornando mais confiáveis. A agitação, por 
exemplo, acelera a cinética de extração. De acordo com Wei Liu et al (2012), é formada 
uma interface entre a fase aquosa e a fase orgânica, que ajuda na transferência dos 
compostos de interesse através do solvente orgânico para os poros da fibra, melhorando, 
assim, a eficiência de extração. Mas deve-se ter atenção, pois uma agitação muito 
vigorosa pode produzir bolhas de ar que aderem à superfície da fibra e limita a 
transferência dos analitos. Também pode acontecer a dissolução dos analitos na fase 
orgânica presente na membrana e causar a diminuição da eficiência de extração, além de 
poder acarretar a perda de fase orgânica impregnada na membrana.  
A temperatura afeta diretamente as propriedades físico-químicas do solvente. 
Elevar a temperatura, diminui a viscodidade, aumenta a velocidade de difusão e a 
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solubilidade dos analitos no solvente. Além disso, diminui a tensão superficial do 
solvente, permitindo uma melhor penetração nos poros e as partículas da matriz, o que 
melhora a transferência de massa. E também, as temperaturas mais elevadas podem 
enfraquecer e perturbar as fortes interações entre os analitos e a matriz, como Van der 
Waals e ligações de hidrogênio. Portanto, a temperatura é um parâmetro importante a ser 
avaliado pelo método (MANTOVANI et al, 2014).  
Deve-se ter atenção ao tipo de matriz e às propriedades dos compostos de interesse 
para selecionar a temperatura correta. Um estudo realizado pelo autor Wei Liu et al (2012) 
testou uma série de temperaturas para extração, numa solução aquosa contendo 25 ng/mL 
de cada analito, com a velocidade de agitação de 750 rpm. Verificou-se que os sinais 
analíticos aumentaram rapidamente na faixa de 40 ◦C, mas depois de 40 ◦C, os sinais 
recuaram. Este resultado pode ser explicado pelo fato da alta temperatura transformar a 
fase orgânica em aquosa, e, portanto, diminuiria os coeficientes de partição entre as duas 
fases, diminuindo as taxas de transferência de massa dos analitos. Os autores Miró e 
Hansen (2013) também relataram que o aumento da temperatura pode aumentar a 
transferência de massa de analitos a partir da solução da amostra para o ‘headspace’, no 
caso da SPE; no entanto, ela também diminui a quantidade de analitos que deveriam ser 
retidos pelo revestimento da fibra. 
O efeito de ‘salting-out’, que equivale à adição de sal, tem sido amplamente 
utilizado em diferentes métodos de extração e foi relatado que ele pode aumentar a 
eficiência da extração, por exemplo, no método LLE. Mas alguns resultados 
contraditórios também têm sido relatados (TAHMASEBI; YAMINI; SALEH, 2009). O 
método foi utilizado pelos autores Miró e Hansen (2013), que relataram, em seu trabalho, 
o aumento da área do pico de drogas básicas em 3 a 4 vezes, em comparação com 
nenhuma adição de sal. Já o autor Moein et al (2014) ressalta que a influência da adição 
de sal pode variar de melhor a pior eficiência da extração, dependendo da natureza dos 
analitos e da matriz.  
Além disso, a presença da alta concentração de sal na solução pode alterar as 
propriedades físico-químicas da substância analisada ou diminuir a taxa de difusão do 
sorvente. Um estudo feito pelo mesmo autor avaliou o efeito da adição de sal sobre a 
recuperação de ácido hipúrico (HA) por MIP (polímeros molecularmente impressos). 
18 
 
Diferentes concentrações de NaCl (1-100 mmol/L) foram adicionadas às soluções, e 
extrações usando a membrana MIP foram utilizadas. Os resultados mostram que a 
concentração específica de 20 mmol/L de NaCl ajudou na recuperação de HA em 
amostras de plasma e de urina e em seguida, a recuperação diminuiu quando a 
concentração de sal aumentou. A adição de sal pode aumentar o particionamento do 
analito para a fase orgânica pelo efeito de ‘salting-out’.  
No trabalho de Tahmasebi, Yamini e Saleh (2009), resultados mostraram que a 
adição de sal até 10% da concentração, aumenta a eficiência de extração dos compostos 
de interesse, mas a adição de mais sal diminuiu a sua eficiência. Este efeito pode ser 
devido às crescentes interações entre a substância a analisar e o sal, e também o aumento 
da viscosidade da solução de amostra, com o aumento da concentração de sal.  
Em relação à alta pressão, a principal razão para o uso durante o processo de 
extração é a de manter o solvente na forma líquida, mesmo quando a temperatura estiver 
acima do ponto de ebulição. Isso facilita a extração dos analitos, forçando o solvente a 
entrar em contato com áreas que normalmente não entrariam em contato com os solventes 
utilizando condições atmosféricas, tornando a substância disponível para extração 
(MANTOVANI et al, 2014). 
A seleção do solvente de extração é também de grande importância, a fim de se 
obter uma eficiente pré-concentração do analito, bem como sensibilidade, precisão e 
seletividade na extração dos compostos alvo. Como, por exemplo, em HF-LPME 
utilizado no trabalho de Tahmasebi, Yamini e Saleh (2009), o solvente orgânico escolhido 
tem de satisfazer requisitos como: ser facilmente imobilizado no interior dos poros da 
fibra, ter alta seletividade para o analito e baixa tendência para extrair os interferentes 
existentes, deve ser imiscível com água para evitar a dissolução e ser não-volátil para 
prevenir a perda de solvente durante a extração. Solventes com baixa viscosidade são 
preferidos devido à grande coeficiente de difusão dos analitos; e, finalmente, o solvente 
deve ter baixa toxicidade. Padrões internos também são conhecidos por enfrentar 




4.5 Quadro de dados 
A seguir está o quadro com os métodos de preparação retirados dos artigos, bem 
como o tipo de matriz biológica, de análise cromatográfica e com os parâmetros 
analíticos. Para o primeiro quadro, foram utilizados 15 artigos dos 22. Estes 15 artigos 
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4.6 Outras técnicas de preparação 
Alguns dos artigos selecionados não utilizaram exatamente os métodos 
tradicionais. Em alguns deles, houve a tentativa de aperfeiçoamento destes métodos 
comuns ou o uso de suas variações, já presentes na literatura. A seguir, serão destacadas 
algumas características e vantagens destas outras técnicas. Posteriormente, será 
apresentado o quadro com os parâmetros analíticos com o uso destas técnicas. 
O método de microextração em fase sólida suportada com fibra oca, com barra 
com solvente (HF-SSBME), utilizado pelo autor Wei Liu et al (2012), é rápido, sensível 
e robusto para a determinação quantitativa do abuso de drogas, como esteroides 
anabolizantes e tem sido bastante utilizado na extração destes esteroides em matrizes, 
como urina e cabelo. Este equipamento experimental é extremamente simples e é 
facilmente montado. Este método é feito em uma única etapa, além disso ele possui 
autoagitação. 
Segundo o autor Ansermot et al (2013), o uso de padrões internos marcados com 
isótopos estáveis (SIL-IS) corrigiu os efeitos de matriz. Ele diz que o potencial dos efeitos 
de matriz deve ser reduzido utilizando um procedimento de extração e separação 
cromatográfica adequada, mas o mais importante, o seu poder de variabilidade deve ser 
reduzido ao mínimo. As vantagens desta técnica são a facilidade de desenvolvimento, 
uma preparação mais rápida da amostra e custos mais baixos. O autor defende a 
necessidade de se utilizar a tal abordagem. 
Existem variações dos métodos, como, por exemplo, no trabalho de Wang et al 
(2014) em que foi feito um estudo entre três métodos de SPE em relação ao efeito de 
matriz. Quanto mais próximo de 100% o valor é, menor é o efeito de matriz é (cálculo 
feito sem o uso do fator de diferença). Um valor> 100% indica um realce de iões, 
enquanto um valor  <100% indicam supressão de iões. O trabalho estudou três variações 
do método SPE (Click XION SPE, fase reversa C18 e HLB SPE) e mostrou que o Click 
XION SPE teve valores variando de 96,02% para 103,41%, que mostra um melhor 
desempenho do que a dos de fase reversa C18 e HLB SP, com valores de efeito de matriz 
de 102,21-142,05% e 100,38-123,86%, respectivamente. Além disso, as recuperações dos 
analitos pré-tratados por Clique sorbentes Xion variou de 80,68% enquanto as 
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recuperações do analito obtido em fase reversa C18 e HLB absorventes foram 64,17-
87,96% e 54,78-68,02%, respectivamente. Os valores de eficiência do processo Clique 
XION SPE variou de 82,83% a 92,95%, enquanto em fase inversa SPE C18 variam de 
86,78% a 91,00% e de HLB SPE variam de 56,40% a 74,23%. Portanto, as amostras de 
plasma pré-tratado por Clique Xion SPE foram consideradas livre de efeitos de matriz 
devido ao aumento de ionização insignificante, bem como a supressão de ionização. 
MIP-MEPS é uma técnica de preparação seletiva, robusta e totalmente 
automatizada. Ela une as técnicas de microextracção por sorvente empacotado (MEPS) e 
a de polímeros molecularmente impressos (MIPs). É um método online e usa pequenos 
volumes de amostras. O autor Moein et al (2014) fez um estudo sobre esta técnica de 
extração, cujos resultados mostraram boa seletividade para a extração de ácido hipúrico 
a partir de amostras de plasma e urina. Este novo sorvente pode ser usado em 
aproximadamente 50 extrações. A membrana MIP-MEPS foi conectada ao LC-MS/MS 
para a avaliação da eficiência do processo de extração. Vários parâmetros foram 
investigados e os resultados mostraram que a membrana pode ser útil como um sorvente 
para extração de diferentes tipos de drogas e metabólitos.  
A extração por ultrassom assistida foi considerada uma boa escolha pelo autor do 
Rodríguez-Gómez et al (2015), pois segundo o seu trabalho, a técnica possui rendimentos 
de extração mais altos e é de fácil operação, especialmente quando se é comparada com 
a técnica de SPE que é tradicionalmente usada para a análise de leite humano, de modo 
que esta alternativa poupa tempo e requer menores volumes de solventes do que SPE, 
reduzindo custos e resíduos. Esta técnica tem como fundamento os efeitos químicos 
provocados pelos ultrassons, que acontecem devido ao fenômeno da cavitação acústica, 
que é o processo de nucleação, crescimento e colapso de bolhas transientes em líquidos 
expostos a ondas ultrassônicas de baixa frequência (<1 MHz). A energia liberada durante 
a cavitação acústica fornece excelentes perspectivas para o preparo e/ou tratamento de 
amostras. É uma técnica robusta (DE MORAES et al, 2009). 
Colunas com material de acesso restrito (RAM) também são uma ferramenta útil 
para a injeção direta da matriz na coluna, permitindo a extração/concentração de analitos, 
sem a perda da eficiência da coluna cromatográfica. Tem como mecanismo a capacidade 
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de remoção de macromoléculas das matrizes, bem como a retenção das micromoléculas 
de interesse (LOPES et al, 2012; LIMA; CASSIANO; CASS, 2006). 
A seguir está o segundo quadro, com os métodos de preparação retirados dos 
artigos, bem como o tipo de matriz biológica, de análise cromatográfica e com os 
parâmetros analíticos. Para este segundo quadro, foram utilizados 7 artigos dos 22. Estes 
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5. Considerações finais 
Como já previsto, dentre os artigos analisados, a maioria das matrizes biológicas 
utilizadas para as análises foram plasma e urina. E o método de extração mais utilizado 
foi o SPE isolado, em conjunto com PPT ou em suas variações. Ele é considerado o 
melhor método para extração de amostras biológicas e provou ser a técnica preferida para 
preparação de amostras biológicas. Em comparação com a PPT, a LLE e a ultrafiltração. 
A SPE apresenta maior seletividade e melhor reprodutibilidade. Dos 22 trabalhos, 8 
utilizaram a SPE como pelo menos uma das etapas de preparação. 
A LLE requer uma grande quantidade de amostra, e geralmente produz baixa 
recuperação, além de apresentar efeito de matriz em análise com LC-MS. Enquanto a SPE 
é eficaz em reduzir o efeito de matriz e é mais seletiva do que o método LLE, pois requer 
um longo período de tempo para realizar uma série de processos de purificação/extração, 
tais como o pré-condicionamento de sorvente, uso de vários solventes e etapas de 
fracionamento de resíduos de solventes. Sendo uma das explicações para a preferência no 
uso de SPE nas preparações de amostras.  
Então a LLE, que é um dos métodos mais antigos, foi o menos proposto dentre 
os artigos selecionados. O que era de se esperar, visto que o SPE foi criado com base no 
LLE, porém com menos desvantagens do que o primeiro. Os 2 trabalhos em que foi 
utilizado o método LLE, mostraram os menores índices de recuperação comparado aos 
outros. 
As formas miniaturizadas estavam presentes em 4 artigos, as mesmas já estão 
ganhando mais espaço e estão começando a ser uma presente escolha pelos autores. Todos 
os trabalhos em que as formas SPME e LPME foram utilizados mostraram resultados 
satisfatórios. 
O método PPT foi utilizado, na maioria dos estudos, antes de outro método de 
extração pelos motivos já citados. Apenas em um artigo foi utilizado somente a PPT como 
forma de preparação, mas mesmo assim os resultados se mostraram satisfatórios. 
A grande maioria dos trabalhos, se tratava de estudos para aperfeiçoamento dos 
métodos de extração, servindo como monografias para possíveis usos no campo 
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farmacêutico. Além de comparação entre métodos para encontrar o que mais se adequa 
para determinada substância. 
Todos os métodos de extração provaram que ajudam na eliminação de 
interferentes, visto a análise dos valores de LIQ e LOD, todos satisfatórios, havendo 
variações, mas todos os valores na escala de pico, nano e microgramas. Métodos 
combinados também mostraram bastante eficácia. Os valores de coeficiente de 
correlação, todos altos, provam a confiabilidade das análises. O desenvolvimento dos 
métodos analíticos na detecção e quantificação de substâncias depende da natureza 
química da mesma, então cada análise deve ser avaliada separadamente, de acordo com 
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